The use of induced pluripotent stem cells in the treatment of spinal cord injury and ALS. by Gajdoš, Roman
 
Univerzita Karlova v Praze 
Přírodovědecká fakulta 
 
Studijní program: Biologie 






Indukované pluripotentní kmenové buňky 
a jejich využití k léčbě míšního poranění a ALS 
The use of induced pluripotent stem cells in the treatment of spinal cord injury and ALS 
Bakalářská práce 
 
Školitel: doc. RNDr. Pavla Jendelová, Ph.D. 





Prohlašuji, že jsem závěrečnou práci zpracoval samostatně a že jsem uvedl všechny použité 
informační zdroje a literaturu. Tato práce ani její podstatná část nebyla předložena k získání 
jiného nebo stejného akademického titulu.  





















 Chtěl bych poděkovat zejména své školitelce doc. RNDr. Pavlě Jendelové, Ph.D. za 
její cenné rady, vstřícnost a trpělivost poskytovanou během psaní této bakalářské práce. 
Poděkování také patří mé studijní kolegyni Bc. Markétě Hoškové za finální revizi textu. 
  
Abstrakt 
 Indukované pluripotentní kmenové buňky (iPSCs) se staly novým fenoménem 
regenerativní medicíny. Je zřejmé, že sdílejí některé společné vlastnosti s embryonálními 
kmenovými buňkami (ESCs), jako jsou kmenovost, sebeobnova, diferenciační potenciál. 
iPSCs mají navíc tu vlastnost, že mohou být derivovány na míru pacientovi, a není proto 
nutné podávat imunosupresiva. S ESCs se dále pojí kontroverze s jejich získáváním výhradně 
z embryí. U iPSCs můžeme jako jejich zdroj použít kteroukoliv somatickou buňku 
(preferenčně jsou využívané fibroblasty díky své snadné dostupnosti). Jejich 
reprogramováním transkripčním koktejlem (OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC / OCT4, SOX2, 
NANOG, LIN28) se získá linie nediferencovaných iPSCs, které se dále diferencují například 
do neuronálních prekurzorů (iNPs). Takto připravené buňky lze transplantovat do místa 
poranění, kde pomáhají regeneraci tkáně příjemce různými mechanismy, jako jsou buněčná 
náhrada či podpora tvorby trofických faktorů. Přesto ale stále existuje riziko tumorogeneze či 
nízké výtěžnosti při samotné přípravě, což omezuje využití těchto buněk v klinické praxi. Ve 
své bakalářské práci se proto především zaměřím na to, jaký je terapeutický efekt iPSCs 
v preklinických studiích, jak jsou vyžívány pro léčbu neurodegenerativních onemocnění, jako 
je amyotrofická laterální skleróza (ALS), a akutního poškození míchy. 
 
Klíčová slova: iPSCs, diferenciace, neuronální prekurzory, neurodegenerativní onemocnění, 
ALS, míšní poranění 
  
Abstract 
Induced pluripotent stem cells (iPSCs) have become a new phenomenon of regenerative 
medicine. It is obvious that they share some common characteristics with embryonic stem 
cells (ESCs) such as stemness potential, self-renewal p., differentiation p. iPSCs retain their 
epigenetic memory, allowing becoming patient-specific and so it is not necessary to apply 
immunosuppressants. The use of ESCs is controversial, because their acquisition is associated 
with embryo destruction. As a cell source for iPSCs derivation we can use any somatic cells, 
however, fibroblasts are preferably used due to their easy availability. With transcriptional 
reprogramming cocktail (OCT4, SOX2, KLF4, c- MYC / OCT4, SOX2, NANOG, LIN28) we 
can obtain required iPSCs line, which is then further differentiated into neural precursors 
(NPCs). These cells can be grafted into lesion site, where they can facilitate regeneration by 
several mechanisms (cell replacement, protective effect, facilitation the expression of trophic 
factors). Nevertheless, here we are still dealing with the risk of tumorogenesis or low cell 
derivation efficiency that limits the use of iPSCs in clinical practice. In this thesis we will 
therefore mainly focus on the therapeutic potential of iPSCs in preclinical studies, their use in 
the treatment of neurodegenerative diseases such as amyotrophic lateral sclerosis and in the 
treatment of acute spinal cord injury. 
 
Key words: iPSCs, differenciation, neural precursors, neurodegenerative diseases, ALS, 
spinal cord injury 
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 iPSCs  – indukované pluripotentní buňky 
 ESCs  – embryonální kmenové buňky 
 EC  – embryonální karcinoma buňky 
 MSCs  – mesenchymální kmenové buňky 
 CNS  – centrální nervová soustava 
 ALS  – amyotrofická laterální skleróza 
 MP  – míšní poranění 
 IVF  – in vitro fertilizace 
 OSKM – čtyři transkripční faktory OCT4, SOX2, NANOG a Lin28 
 BAM  – transdiferenciační koktejl faktorů Brn2/Pou3f2, Ascl1/MASH1 a 
       Myt11 
 FGF  – fibroblastový růstový faktor 
 iNPs  – indukované neuronální prekurzory 
 iPSCs-NPs – derivované neuronální prekurzory z iPSCs 
 FALS  – familiární forma ALS 
 SALS  – sporadická forma ALS 





 Lidské embryonální kmenové buňky (ESCs), získávané z embryoblastu blastocyst 
(Thomson et al., 1998), jsou pluripotentní buňky schopné sebeobnovy s neomezeným 
diferenciačním potenciálem v rámci tří zárodečných vrstev – ektodermu, mezodermu 
a entodermu. Zároveň umožňují dlouhodobou kultivaci in vitro. Ve výzkumu i preklinických 
studiích jsou využívány v buněčné terapii zejména pro buněčnou náhradu či trofickou 
podporu, jmenovitě pro terapeutickou léčbu různých poruch centrální nervové soustavy 
(poškození míchy, neurodegenerativní onemocnění…), autoimunitních onemocnění 
(revmatoidní artritida, cukrovka…) i léčbu rakoviny. Ve své bakalářské práci se zaměřím na 
indukované pluripotentní buňky (iPSCs), které otevřely nové perspektivy regenerativní 
medicíny. 
 Limitace zisku a využití lidských ESCs vedly k hledání alternativní cesty získávání 
lidských kmenových buněk s pluripotentním charakterem, což se zdařilo v roce 2007 
v Japonsku, kde vědecký tým získal iPSCs pomocí zvýšené exprese kombinace čtyř 
transkripčních faktorů OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC (Takahashi et al., 2007) nebo OCT4, 
SOX2, NANOG, LIN28 (Yu et al., 2007). iPSCs svými vlastnostmi připomínají lidské ESCs, 
jelikož mají stejný diferenciační potenciál, schopnost sebeobnovy, kmenovost, ale navíc jsou 
určeny specificky pro jednotlivého pacienta, čímž vylučují nutnost použití imunosupresiv. 
Existují tu však i stejná rizika jako u linií lidských ESCs, kterými jsou tvorba tumoru, nízká 
výtěžnost přípravy buněk, možný přenos zvířecích virů a podobně. 
 Teoretické využití iPSCs je takřka neomezené. Startovací buněčnou linií pro jejich 
vznik může být jakákoliv somatická buňka. Preferovaným typem jsou fibroblasty, kvůli své 
snadné izolaci a početnosti (Takahashi et al., 2007). Získaná nediferencovaná buněčná linie 
iPSCs se diferencuje pomocí různých faktorů v buněčné prekurzory sloužící k transplantaci. 
Sleduje se doba přežití transplantovaných buněk, jejich migrace, diferenciace a komunikace 
s hostitelskou tkání a v neposlední řadě i jejich terapeutický potenciál. 
 Především láká využití iPSCs při léčbě poškození mozku a míchy. Centrální nervová 
soustava (CNS) je limitována schopností neurogeneze, což neumožňuje potřebnou reparaci 
tkáně. K neurogenezi v dospělém mozku savců čitelně dochází pouze v hippokampu (Gage et 
al., 1995; Palmer et al., 1997) a subventrikulární zóně (Reynolds & Weiss, 1992; Richards et 
al., 1992). S trendem stárnoucí populace se stále častěji objevují neurodegenerativní 
onemocnění, která zatím nejsou účinně léčitelná. 
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 Ve své práci se zaměřím především na akutní poškození míchy a amyotrofickou 
laterální sklerózu (ALS), tedy na typy traumatického a neurodegenerativního onemocnění, 
a na možnosti jejich terapeutické léčby. Cílem je zjistit, zda preklinické studie dosahují 
očekávaných výsledků a bezpečnosti, zdali jsou iPSCs vhodné pro léčbu poškozeného mozku 
a míchy v regenerativní medicíně a zda jsou momentálně dostupné metody, spojené 
s transplantacemi iPSCs, dostačující pro budoucí klinické studie. 
 
2. PLURIPOTENTNÍ KMENOVÉ BUŇKY 
 Pod pojmem pluripotentní kmenová buňka se skrývá buňka s téměř neomezeným 
diferenciačním potenciálem. Může tvořit tkáně všech tří zárodečných listů, s výjimkou 
extraembryonální tkáně, což neumožňuje vznik nového jedince. Úplný diferenciační potenciál 
nabízí pouze zygota nebo totipotentní buňka, jež jsou součástí jeden až tři dny starého embrya 
(čtyř až osmibuněčné stadium blastuly). 
2.1. Historie ESCs 
 Pokud bychom hledali první zmínky o kmenových buňkách, našly bychom je kolem 
roku 1878, kdy Ernestem Haeckelem použil pojem „stammzelle“, jako označení pro 
nediferencované buňky (Ramalho-Santos & Willenbring, 2007). 
 Významným mezníkem byl až rok 1960, kdy se během studia teratokarcinomů poprvé 
objevena embryonální karcinoma buňky (EC), jako dosud neznámý typ kmenových buněk, 
tehdy považovaných za multipotentní (Kleinsmith et al., 1964). Teratokarcinom je zhoubný 
typ teratomu, často tvořící tkáň ze všech tří typů zárodečných vrstev. Teratom sice dokazuje, 
že buňky mají pluripotentní charakter, ale zároveň je jedním z vyskytujících se rizikových 
faktorů použití kmenových buněk (Seminatore et al., 2010). EC tvoří ojedinělý typ tumoru 
v rámci pohlavních buněk, vyskytujících se u spermií i oocytů, a na základě schopnosti tvorby 
tkáňově specifických typů buněk byly mylně charakterizovány jako multipotentní. V 70. 
letech ale došlo k zásadní změně v chápání diferenciačního potenciálu EC, což podnítilo 
jejich injikování do blastocysty a následně i vývoj chimerické myši (Martin, 1980). Chiméru 
tvoří geneticky odlišné tkáně, což popřelo domněnku o multipotenci EC. Od té doby jsou 




 Ke kýženému objevu ESCs, derivovaných z vnitřní buněčné masy blastocysty myši, 
a vytvoření vhodných podmínek pro in vitro kultivaci došlo v roce 1981. Linie ESCs byla 
potvrzena tím, že po transplantaci do myši vytvářela teratomy (Evans et al., 1981; Martin, 
1981). 
 Tematika EC se objevuje znovu, ale tentokrát se jednalo o buňky odvozené z buněčné 
linie Tera-2 testikulárního karcinomu. Poprvé byly udržovány v in vitro podmínkách a jejich 
morfologie, povrchové markery a jiné znaky vypovídaly o tom, že se jedná o lidské EC. Jde 
o první popsanou linií, která si zachovává schopnost diferenciace v jiné somatické buňky, 
například „neuron-like“ buňky (Andrews et al., 1984; Thompson et al., 1984). 
 Thomson o několik let později uskutečnil pokusy s izolací lidských ESCs z vnitřní 
buněčné masy blastocysty, která byla darována pro výzkum z nepoužitých in vitro fertilizací 
(IVF). Stanovil podmínky pro jejich růst v médiu, testoval jejich karyotyp, telomerázovou 
aktivitu, expresi stanovených markerů i po několikátém pasážování, a tím dokázal jejich 
nediferencovaný stav (Thomson et al., 1998). 
 V dalších letech se objevuje mnoho nových vědeckých studií pojednávajících 
o dokonalejších metodách. Rozpracovaly se metody diferenciačních protokolů, například do 
kardiomyocytů či pankreatických buněk pro transplantační účely. Přesto se s ESCs pojí 
kontroverze s jejich získáváním z IVF blastocyst, protože se procesem destruují. Je známo, že 
proto v roce 2001 tehdejší prezident George Bush zastavil výzkum embryonálních buněk 
financovaný státem. Ve svých projevech vyzýval k hledání jiné alternativy, kde by nebyla 
používána lidská „embrya“. Barack Obama ale v roce 2009 financování výzkumu obnovil. 
V USA a v některých evropských zemích tak zůstává používání ESCs problémem. 
2.2. Historie iPSCs 
 Za první případ indukované pluripotence lze považovat pokus s klonováním ovce 
Dolly, kdy se jednalo o přenos jádra z dospělé somatické buňky do oocytu. Pokus se sice 
zdařil, ale ovce brzy zahynula na multiorgánové selhání (Wilmut et al., 1997). Od té doby se 
tematice indukované pluripotence věnovali vědci intenzivněji, hledajíce způsob bez nutného 
jaderného transféru. 
 V roce 2006 přišel s průlomovým objevem Shinya Yamanaka, když získal linii 
nediferencovaných iPSCs pomocí indukce čtyř transkripčních faktorů u myších fibroblastů. 
Na začátku tým stanovili 24 genů, které by potenciálně měly zajistit pluripotenci známé 
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z linie ESCs. Pro transfer byla využita retrovirální transfekce. Jak jsem již zmínil, „genoví“ 
kandidáti zůstali nakonec čtyři (OCT4, SOX2, KLF4, c-MYC) (Takahashi & Yamanaka, 
2006). Po roce se zdařil experiment i na lidských adultních fibroblastech se stejnou čtveřicí 
faktorů (Takahashi et al., 2007). 
 Další skupině vědců, pod vedením Thomsona, se podařilo vyvolat indukovanou 
pluripotenci s jinou kombinací transkripčních faktorů (OSKM), kdy faktory KLF4 a c-Myc 
byly nahrazeny za NANOG a Lin28 kvůli onkogenímu charakteru c-Myc (Yu et al., 2007). 
 V následujících letech se vědecké skupiny pokoušely o jiné alternativy indukce 
pluripotence, využívajíce méně rizikový typ transferu faktorů, menší počet faktorů či jejich 
úplné náhrady za chemické látky. Nadějnou cestou je i takzvaná transdiferenciace, která 
úplně vynechává nediferencované stadium pluripotence a hned vytváří ze somatické linie 
například kardiomyocyty nebo nervové buňky (Vierbuchen, 2010; Ieda, 2010; Abdullah et al., 
2012). Tyto výzkumy probíhají dodnes, přesto ale ESCs stále zůstávají stále „zlatým 
standardem“ pro výzkum indukované pluripotence. 
2.3. Charakteristika ESCs 
 ESCs se nacházejí v buněčné mase uvnitř blastocysty staré čtyři až pět dní. Z ní 
postupně vzniká primitivní ektoderm, později se diferencující během procesu gastrulace 
v zárodečné vrstvy ektodermu, mezodermu a entodermu. Blastocysty se získávají 
z darovaných nepoužitých preimplantačních embryí. Po vyjmutí vnitřní buněčné masy neboli 
embryoblastu dojde k destrukci embrya, což s sebou nese etické problémy. Takto izolované 
ESCs se přenesou na kultivační médium s podpůrnou vrstvou fibroblastů, kde rostou 
a proliferují. Jako důkaz své schopnosti pluripotence musí ESCs po vyjmutí tvořit embryoidní 
tělíska a teratomy (Thomson et al., 1998). 
 Mezi základní vlastnosti ESCs patří kmenovost, schopnost sebeobnovy, pluripotentní 
diferenciační potenciál a schopnost proliferace. Sdružení International Stem Cell Initiative, 
kam mimo jiné patří i oddělení biologie lékařské fakulty Masarykovy univerzity v Brně, 
charakterizovalo 59 embryonálních linií, které se používají celosvětově (tři jsou z ČR). 
Spojují je podobné expresní znaky typické pro ESCs linie. Patří sem glykolipidové antigeny 
SSEA3 a SSEA4, keratan sulfátové antigeny TRA-1-60, TRA-1-81, GCTM2, GCT343 
a proteinové antigeny CD9, Thy1, tkáňově nespecifická alkalinová fosfatáza, HLA třídy 1 
a geny NANOG, POU5F1 (OCT4), TDGF1, DNMT3B, GABRB3, GDF3 a další (Adewumi 
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et al., 2007). Účelem uvedeného celosvětového sdružení bylo poskytnout systematický 
a srovnávací průzkum všech linií ESCs. 
 Vlastností ESCs se využívá zejména v oblasti buněčné terapie především dvojím 
způsobem. Zaprvé slouží k vytváření buněčných prekurzorů, které v tkáni diferencují do 
specifických buněk pro danou oblast nebo mohou nahrazovat poškozené buňky, dopomáhat 
jim k regeneraci přes růstové faktory, cytokiny a podobně. A za druhé mohou sloužit i jako 
modely pro léčbu různých nemocí či poškození, neboť na nich lze zkoumat účinnost nově 
vyvíjených farmaceutik, toxicitu a různé mechanismy související s vývojem. 
 Jsou popsány případy, kdy se podařilo diferencovat buňky pluripotentní do buněk 
s typickou patofyziologií daných poruch, jakou jsou Parkinsonova choroba (Lindvall 
& Kokaia, 2009), ALS (Dimos et al., 2008), Huntingtonova choroba (Park et al., 2008), 
diabetes mellitus (Kroon et al., 2008), Duchenneova a Beckerova muskulární dystrofie (Ebert 
et al., 2009), infarkt myokardu (Pal, 2009), iktus (Seminatore et al., 2010) a míšní poranění 
(MP) (Aznar & Sanchez, 2011). ESCs se bohužel omezují jen na allogenní podání. Navíc je 
etiologie uvedených chorob velice komplikovaná, a proto se stává, že zvířecí modely nemusí 
podávat objektivní hledisko pro klinické terapie. Každopádně iPSCs by mohly tento problém 
osvětlit a být přínosem pro hlubší porozumění i léčbu zmíněných poruch. 
2.4. Charakteristika iPSCs 
 iPSCs se získávají dediferenciací somatických buněk. Přednostně se využívají 
fibroblasty pro nejméně invazivní způsob izolace a snadnou expanzi (Abdullah et al., 2012). 
iPSCs mají podobné vlastnosti jako ESCs, to jest kmenovost, schopnost proliferace, 
schopnost sebeobnovy a pluripotentní potenciál. Získáním nediferencované linie iPSCs 
pomocí čtyř transkripčních faktorů OSKM (Yu et al., 2007), vnesených retrovirálními, 
entivirálními, adenovirálními, plasmidovými či proteinovými vektory (Wang et al., 2010), 
nezískáme pouze buňky vykazující vysoký stupeň podobnosti s ESCs, ale navíc epigeneticky 
identické s dárcovskou tkání. Je proto možné pacientovi například odebrat vzorek kůže, 
z něj vytvořit „na míru ušité“ iPSCs. Pomocí nich ho bude možné léčit, neboť iPSCs lze dále 
diferenciovat do buněk specifických, jako jsou neurony, kardiomyocyty, insulin produkující 
buňky, endoteliální a hematopoetické buňky (Chambers et al., 2009; Zhang et al., 2009a; 
Zhang et al., 2009b; Choi et al., 2009). 
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 Vědci zkoumají iPSCs, jejich vlastností, omezení, podobnosti a rozdíly s ESCs už od 
roku 2006 (Takahashi & Yamanaka, 2006; Yamanaka, 2012). Roste také řada 
reprogramovacích protokolů do iPSCs linií, které buď alternují již objevené techniky, nebo 
zkoušejí nové, s cílem zlepšit výtěžnost a čistotu linií. Za zmínku stojí například 
transdiferenciační protokol, který úplně pomíjí nediferencované stadium iPSCs a rovnou 
vytváří indukované prekurzory použitím BAM koktejlu (Brn2/Pou3f2, Ascl1/MASH1 
a Myt11) (Abdullah et al., 2012). Zkoumané techniky by mohly pomoci vyřešit jeden 
z problémů možného tumorogenního charakteru iPSCs. V léčebné praxi by v budoucnu  
iPSCs mohly nahradit ESCs. První klinické testy již ve světě probíhají. Prvním schváleným 
testováním byla léčba věkem podmíněné makulární degenerace, provedené v Japonsku v roce 
2013 (Mead et al., 2015), studie ale byla pozastavena z důvodu výskytu mikromutací 
u jednoho z pacientů. 
 
3. DERIVACE iPSCs 
3.1. Cesta k pluripotenci 
 Doklady pluripotence nalezneme už v klonování savců (Wilmut et al., 1997), které 
dokazuje, že buněčné jádro obsahuje potřebnou dědičnou informaci pro vývoj a oocyt 
potřebné faktory pro reprogramování jádra somatických buněk. Dlouhou dobu převládal 
názor, že proces reprogramování buněčného jádra souvisí s demetylací CpG ostrůvků, a tím 
s aktivací klíčových pluripotentních genů. Metylace má totiž významný vliv na transkripční 
aktivitu. V ESCs jsou pluripotentní geny nemetylované a naopak v somatických buňkách jsou 
tyto geny již metylovány, a tím umlčeny (Pfannkuche et al., 2010). Mezi vědci se vytvořilo 
několik skupin zkoumajících buněčné jaderné reprogramování a hledající hlavní regulační 
faktory. Jedním z takovýchto regulátorů byl transkripční faktor MyoD, který umí 
reprogramovat fibroblast do myocytu (Davis et al., 1987). Základní přelom se odehrál v roce 
2006, kdy byly získány iPSCs použitím transkripčního koktejlu OSKM. Význam objemu 
podtrhlo získání Nobelovy ceny. Úspěchu by ale nebylo dosaženo bez výzkumů v oblasti 
ESCs, které se na této tematice zásadně podílejí. S první derivací ESCs se totiž stanovily 
podmínky pro jejich dlouhodobou kultivaci fibroblastovým růstovým faktorem (FGF) 




3.2. Pluripotentní faktory a jejich přenos do buněk 
 Metodika přípravy iPSCs zahrnuje dvě oblasti zkoumání. První se zabývá samotnou 
studií vzniku pluripotence, tedy genů či různých aditivních prostředků, a druhá přenosem 
zmíněných faktorů do somatických buněk. Pokusím se shrnout všechny významnější přístupy. 
Kombinace faktorů zajišťující pluripotenci byla objevena v roce 2006 (Takahashi 
& Yamanaka, 2006). Jejich vlastnosti jsou uvedeny níže: 
 Oct 3/4 (také Pou5f1) reguluje sebeobnovovací potenciál ESCs a také nejspíš blokuje 
diferenciaci 
 Sox2 má rovněž sebeobnovovací potenciál a společně s Oct 3/4 udržuje pluripotentní 
stadium 
 Klf4 umožňuje proliferační vlastnosti ESCs, působí jako tumorsupresorový faktor 
a má onkogenní charakter 
 c-Myc umožňuje proliferaci, blokuje diferenciaci a také má onkogenní charakter 
Přesně touto kombinací se získala první linie nediferencovaných iPSCs. Pro dopravení 
zmíněných faktorů do buňky bylo jako vektorů využito retrovirů. Výtěžnost této metody byla 
0,02% (Takahashi et al., 2007). Faktory KLF4 a c-Myc mají onkogenní charakter a proto je 
jejich použití nevhodné pro přechod do klinické praxe. Thomsonovi s kolektivem se podařila 
náhrada těchto dvou problematických faktorů (Yu et al., 2007) následovně: 
 NANOG urychluje reprogramovací proces a podporuje proliferaci 
 Lin28 je exprimován jak v ESCs, tak EC a je spojován s diferenciací a proliferací 
buněk 
Výzkumníci použili jiný vektorový systém, a to přes lentiviry, a získali v závislosti na 
použité startovací buněčné linii výtěžnosti 0,022% a 0,0095% (Yu et al., 2007). Zajímavé je, 
že Thomsonova skupina shledala faktor KLF4 nepodstatným pro proces indukce, ale 
Yamanakova zaznamenala obdobný výsledek s NANOG faktorem. 
 V jiných studiích se vědci pokoušeli najít kompletní alternativu k uvedeným faktorům. 
Všechny měly společný původ v ESCs v souvislosti s pluripotentním charakterem (PRDM14, 
Sall4, Esrrb, Utf1, Tet2, Glis1). Výzkumy vlastně probíhají neustále, každý rok je založeno 
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několik nových iPSCs linií (Yamanaka, 2012), které se samozřejmě liší vlastnostmi 
a diferenciačním potenciálem. 
 Na základě testování a porovnávání s ESCs liniemi se došlo k závěru, že některé 
buněčné linie tvořené z iPSCs jsou získávány se stejnou výtěžností, například motoneurony, 
a jiné naopak s horší výtěžností, např. Pax6+ buňky (Hu et al., 2010). Lze tedy konstatovat, že 
iPSCs mají mírně odlišný diferenciační potenciál než ESCs. Před třemi lety byla publikována 
studie, v níž byly nahrazeny klíčové transkripční faktory Oct3/4 a Sox2 za liniově specifické, 
které také vyvolávají pluripotentní stadium (Shu et al., 2013). Zajímavé je zjištění, že liniově 
specifické faktory jsou přesným opakem pluripotentních faktorů známých z ESCs. Hranice 
mezi využíváním genů pluripotence pro získávání iPSCs a liniově specifických genů pro 
generování buněčných prekurzorů se už nejeví tak ostrá jako před devíti lety. Posledním 
velice nadějným přístupem k dané problematice je nový způsob získávání indukovaných 
prekurzorů, kdy se vynechá stadium nediferencovaných iPSCs (Vierbuchen, 2010; Ieda, 2010; 
Abdullah et al., 2012). Důkladnější rozbor bude proveden v kapitole 4. 
3.3. Nové metody zvyšující účinnost derivace iPSCs 
 Procentuální výtěžnost je jedním z handicapů při reprogramování buněk. Vědce 
zajímalo, jak tento proces zdokonalit. Látky, které pozitivně ovlivňují celý průběh procesu, 
pocházejí z nejrůznějších zdrojů, od chemikálií až po vitaminy. Zhao et al. (2008) použili 
faktory p53 siRNA a UTF1, které vykazovaly navýšení počtu získaných buněk až 
stonásobně. Zlepšení reprogramování buněk inhibicí p53 potvrdilo více laboratoří. Kladných 
výsledků se docílilo i při použití kyseliny valproové (VPA). Jejím použitím došlo nejen 
k deseti až dvacetinásobnému zvýšení výtěžnosti, ale také došlo k nahrazení faktoru c-Myc 
použitím pouze faktorů Oct4 a Sox2 (Huangfu et al., 2008). Jiné studie hovoří o inaktivaci 
TGFβ a MEK-ERK dráhy příslušnými receptory, což vede k dvěstěnásobnému navýšení 
výtěžnosti (Lin et al., 2009). Posledními látkami, které bych zmínil, jsou vitamín C či různé 
kombinace jiných antioxidativních složek (Esteban et al., 2010). Ty většinou cílí na enzymy 
regulující histony, které účinkují jako enhacery celého reprogramovacího mechanismu 




3.4. Přenos faktorů do somatických buněk 
 Druhá oblast zkoumání ideální metodiky přípravy iPSCs se zabývá problémem 
dopravováním reprogramovacích faktorů do somatické buňky. Jedná o transfekci, při které se 
používají vektory různého původu. Vektory se obecně využívají pro přenos genetické 
informace do buňky s cílem pomnožení a exprese cílené části DNA. V podkapitole 3.2. bylo 
zmíněno, že se nejdříve využívalo virových vektorů, jmenovitě retrovirů a lentivirů. 
Jednoduchost metody umožnila dosažení stejných výsledků i v jiných laboratořích. 
S uvedenými viry se ale pojí jisté riziko nežádoucí integrace do genomu (mutageneze), 
projevující se také například v genových terapiích (Hacein-Bey-Abina et al., 2003). 
 Výtěžnost procesu transfekce retroviry a lentiviry byla vždy nízká, blížila se 
maximálně jednomu procentu reprogramovaných fibroblastů. Kromě zmíněně získané 
mutageneze navíc mohou uvedené linie iPSCs působit imunogenně. Proto se hledaly 
„integrative-free“ způsoby dopravy bez těchto nežádoucích vlastností. Patří mezi 
adenoviry, Sendai viry a plasmidy (Okita et al., 2008; Fusaki et al., 2009). Dále lze využít 
„virus-free“ metod, kam patří mRNA, transpozony a proteiny (Warren et al., 2010; Woltjen 
et al., 2009; Kim et al., 2009). Shrnutí zmíněných metod znázorňuje obrázku 1. 
Obr. 1 – Hlavní reprogramovací strategie pro transfekci somatických buněk na iPSCs 
(převzato Coatti et al., 2015) 
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 Rutinně jsou jako vektory využívány zvláště plasmidy a Sendai viry (Yamanaka, 
2012), vše ale nasvědčuje tomu, že se v budoucnu bude využívat především mRNA, protože 
při jejím použitím je výtěžnost zatím nejvyšší a nevytvářejí se genové alternace. mRNA má 
ale i nevýhody, jedná se totiž o nejdražší metodu (Tavernier et al., 2013) a buňky se stávají po 
opakované transfekci mRNA imunogenní. 
 
4. TVORBA BUNĚČNÝCH PREKURZORŮ 
 Tvorba buněčných prekurzorů je nedílnou součástí derivace iPSCs, jejichž potenciál se 
skrývá především v možných transplantačních náhradách regenerativní medicíny. Zatím 
popsané metodiky často využívají podpůrnou vrstvu fibroblastů, kde se kultivují 
nediferencované iPSCs, jež jsou schopné vytvářet embryiodních tělísek, která dokazují jejich 
pluripotentní potenciál. 
 Imunochemické analýzy prokázaly přítomnost markerů na těchto embryoidních 
tělískách, typických pro diferencující se entoderm (α-fetoprotein), mesoderm (desmin) 
i ektoderm (βIII-tubulin).  Fibroblasty mají tu výhodu, že oproti jiným používaným buňkám 
sdílí neuroektodermální původ s neurony, čímž se stávají ideálním nástrojem pro tvorbu 
neuronálních prekurzorů či specifických neuronů (Abdulah et al., 2012). 
 Během diferenciace se ve fázi nediferencovaných iPSCs přidávají koktejly faktorů, 
které následně indukují vývoj v určitý buněčný typ zárodečné vrstvy. Ze získaných dat těchto 
imunochemických analýz je pak možné vyhodnotit, zda se opravdu jedná o plně 
diferencované buňky jako ty, které vznikají přirozeně během vývoje zárodku. Při hodnocení 
dat se využívají imunofluorescenční metody, průtoková cytometrie, RT-PCR, „DNA 
microarray“ a mnohé další. Popsány byly diferenciace iPSCs téměř do všech buněčných typů. 
Dostupné jsou protokoly pro diferenciaci iPSCs do adipocytů, kardiomyocytů, neuronů, 
pankreatických buněk produkujících inzulín, hematopoetických progenitorů a endoteliálních 
buněk. 
 Proces diferenciace jednotlivých typů buněk je časově různorodý, pohybuje se v rámci 
týdnů až měsíců, například u adipocytů trvá pouhých 10 dnů za přidání podpůrných látek. 
Buněčnými markery adipogenního charakteru jsou C/EBPα, PPARγ2, leptin, ap2 a jejich 
lipidová akumulace (Taura et al., 2009). Z iPSCs lze rovněž diferencovat hematopoetické 









 endoteliálních buněk, které by mohly v budoucnu sloužit 
k autologním transplantacím kostní dřeně (Choi et al., 2009). 
 Kromě zmíněných evaluačních metod je také nutné vyhodnocovat fenotyp a stáří 
buněk, což je důležité zejména při diferenciaci do pankreatických buněk produkujících 
insulin. Funkční specifitou těchto dospělých buněk je koexprese C-peptidu, PDX1 a NKX6-1 
a také schopnost vyvolat sekreci insulinu podmíněnou glukózovým stimulem (Zhang et 
al.,2009a). V případě diferenciace do kardiomyocytů je situace obdobná, dochází například 
k samovolnému vzniku sarkomerního uspořádání, diferenciace do buněčných atriálních, 
nodálních a ventrikulárních fenotypů a sledují se elektrofyziologické vlastnosti a stimulace 
β-adrenegních receptorů, která vede ke chronotropnímu efektu (Zhang et al., 2009b). 
 V neposlední řadě bych zmínil neurony, kterým věnuji větší pozornost, neboť 
ústředním tématem mé práce je léčba CNS. V současnosti je popsáno již mnoho metod 
indukujících tvorbu neuronálních prekurzorů z iPSCs, vždy se ale využívá stadia 
embryoidních tělísek, ze kterých se následně diferencují neuronální prekurzory. Ty jsou 
charakteristické multipotentním potenciálem, jenž zajišťuje následnou diferenciaci do 
astrocytů, oligodendroglíí a specifických neuronů. Pro neuronální diferenciaci se využívají 
postupy, založené na různých kombinacích kyseliny retinové (RA) a „sonic hedgehog“ (SHH) 
(Dimos et al., 2008). Dále byly postulovány metody zlepšující celý průběh vývoje regulací 
FGF a BMP („bone morphogenic protein“) (Hu et al., 2010). Navíc synergickou inhibicí 
SMAD dráhy dvěma inhibitory Noggin a SB431542 bylo možné získat až 80% výtěžnost 
(Chambers et al., 2009). Noggin působí jako jeden z inhibitorů k BMP a indukuje vývoj 
v neurální ploténku v embryu. SB431542 zvyšuje neurální indukci z embryiodních tělisek 
inhibicí fosforylace TGFβ/Activin/Lefty dráhy. Další možností pro derivaci neurální je využití 
neurálních rozet, které se spontánně tvoří po vyjmutí FGF z media. Jedná se 
o neuroektodermální struktury, jež exprimují například βIII-tubulin (Tuj1), což jen dokazuje 
jejich diferenciační potenciál směrem k vývoji neuronů (Hu et al., 2010).  
 Řada studií, publikovaných v nedávné době, se nově zmiňuje o principu 
transdiferenciance indukovaných neuronálních prekurzorů (iNPs) přímo z fibroblastů bez 
použití pluripotentního stádia. Za pomoci koktejlu transkripčních faktorů BAM, jenž 
obsahoval Brn2/Pou3f2, Ascl1/MASH1 a Myt1l, bylo možné transdiferenciovat fibroblast na 
iNPs (Abdulah et al., 2012). Z těchto prekurzorů se podařilo přidáním další faktorů (Lmx1, 
FoxA2) indukovat vývoj v dopaminergní neurony (Vierbuchen et al., 2010), motoneurony 
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(pomocí faktorů Lhx3, Hb9, Isl1, Ngn2 a NeuroD1) (Son et al., 2011) a neurální kmenové 











Obr. 3 – Přímá diferenciace fibroblastů do iNPs s použitím BAM koktejlu (převzato 
z Abdulah et al., 2012) 
 Takto derivované buňky byly podrobeny důkladnější analýze, aby se ukázalo, zda 
vykazují typickou morfologii, exprimují příslušné neuronální markery, jestli jsou schopné 
akčního potenciálu a tvorby synaptických váčků. Ze získaných dat vyplynulo, že se opravdu 
jednalo o iNPs. Bude však nutné provést další analýzy, jelikož v několika studiích narazily na 
několik komplikací. Dimos et al. (2008) derivovali motorické a dopaminergní neurony 
pacienta postiženého ALS a zjistili přítomnost genetických alternací (duplikace a translokace 
chomozomů, bodové mutace). Další překážkou může být také epigeneticky podmíněná 
náchylnost buněk k určité patofyziologii. Jedna ze souvisejících studií také pojednává 
o motoneuronech derivovaných z iPSCs, jejichž geny TARDBP a C9ORF72 se staly 





 Proces diferenciace iPSCs je v podstatě stresovou událostí, je proto potřeba bedlivě 
sledovat reziduální exprese pluripotentních genů, dále zbytkovou expresi startovací buněčné 
linie, ze které iPSCs původně pocházejí, a způsob, jakým v dlouhodobém horizontu 
komunikují s hostitelskou tkání. Při vyhodnocování správnosti průběhu diferenciačního 
procesu se také využívá srovnání s buňkami somatickými a diferencovanými z ESCs. 
 
5. POŠKOZENÍ CNS 
 Poruchy CNS představují velký problém v oblasti medicíny. Mozek a mícha jsou 
omezeny svou plasticitou a mnoho poruch zatím neumíme léčit. Jejich incidence narůstá 
s rostoucím počtem populace. Zhoršení kvality života postiženého ovlivňuje nejen jeho 
samého, ale i jeho rodinu, zatěžuje i státní finance (náklady na terapii, zdravotní pomůcky, 
dávky v nemoci, invalidní důchody…). Pacienti s diagnózou ALS jsou postupem doby 
upoutáni na lůžko a intubací dýchacích cest, vždy ale předčasně umírají. Při míšním poranění 
mohou postižení skončit dlouhodobě na kolečkovém křesle, nebo v horším případě zemřít. 
V obou uvedených příkladech je společnou příčinou porušená funkce míchy. Kmenové buňky 
otevírají nové možnosti terapie a v budoucnu snad i úspěšné léčby postižených, a to společně 
s dalšími oblastmi výzkumu, jako jsou tkáňové inženýrství či nanotechnologie. Ty zatím jako 
jediné mohou pomoci s neuroprotekcí a neuroregenerací buněčné tkáně, a tím i zachování 
neurologických funkcí. 
5.1. Amyotrofická laterální skleróza (též Lou Gehrigova nemoc, ALS) 
 ALS patří mezi neurodegenerativní onemocnění postihující horní i dolní motoneurony, 
jenž vede k jejich progresivní degeneraci. Se zánikem motoneuronů souvisí různé symptomy, 
jako spasticita, svalová atrofie či fascikulace, které vedou k postupnému ochabnutí svalstva, 
komplikujícímu mluvu, polykání a dýchání postiženého. Nejčastěji se vznik ALS a její 
progrese objevuje u padesáti až sedmdesátiletých pacientů, jen vzácněji před čtyřicátým 
rokem života. V celosvětovém průměru onemocní ALS dva až čtyři lidé ze statisíc (Moura et 
al., 2016), bohužel jde chorobu nevyléčitelnou. Postižení umírají zhruba po třech až pěti 
letech od projevu prvních symptomů. 
 Existují dvě popsané formy ALS, dědičná forma familiární (FALS) a nedědičná 
sporadická (SALS), u níž většinou nelze určit kauzální gen. Familiární typ se vyskytuje 
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pouze v 5-10% případů, u zbylých 90-95% je příčina neznámá. Malé množství informací 
v rámci etiologie ALS komplikuje lékařům stanovení diagnózy i léčbu samotnou. 
 Obecná charakteristika a způsob diagnózy ALS byly poprvé zdokumentovány v El 
Escorial v roce 1994 (Brooks et al., 2000). Ze získané patologie vyplývá, že onemocnění 
postihuje neurony centrální i periferní motorické dráhy. Typické pro ně jsou sférické útvary 
v oblasti jader či cytoplazmy buněk, vytvářející tzv. inkluzní tělíska. Ta jsou tvořená 
proteinovými složkami, obsahujícími ubiquitin, často také protein superoxid dismutáza 
(SOD1) či TARDBP, a mohou tak sloužit jako jeden z markerů ALS (Coatti et al., 2015).   
Vznikem inkluzních tělísek postupně dochází k degeneraci buněk, jež vyvolají svalovou 
atrofii. Postiženými oblastmi bývají přední rohy míšní, motorická kůra, motoneurony 
hlavových nervů především v mozkovém kmeni a kortikospinální dráha, což může vést 
k progresivní bulbární paralýze (PBP), primární laterální skleróze (PLS) nebo progresivní 
muskulární atrofii (PMA). 
 Symptomy zahrnující degeneraci motorických neuronů mohou rovněž navodit 
frontotemporální demenci (FTD-ALS), způsobující progresivní ztrátu neuronálních buněk 
ve frontálním a temporálních lalocích (Ringholz et al., 2005). Léčba sice zatím neexistuje, ale 
jsou už známy prostředky s terapeutickým účinkem alespoň na některý ze zmiňovaných 
symptomů. Jediným používaným lékem je riluzole, který blokuje napěťově řízené sodíkové 
kanály a tím brání glutamátové excitotoxicitě. Tento lék je však účinný jen v raném stadiu 
ALS (Miller et al., 2009; Hugon et al., 1995). Nově objevené markery – jednak vysoká 
exprese pro ephrinový receptor EphA4 činící motoneurony zranitelnějšími, jednak nízký 
počet T-regulačních lymfocytů pomáhající pří zánětu – by mohly v budoucnu přispět k rozvoji 
etiologii ALS. 
 Z molekulárních výzkumů je známo 33 kauzálních genů, které vedou k propuknutí 
ALS. Některé z nich jsou spojovány i s jinými neurodegenerativními chorobami, což 
znamená, že ALS je spíše nemoc syndromálního charakteru. Tyto geny jsou součástí 
buněčných drah, které souvisí s oxidativním stresem, buněčným transportem, signalizací, 




Obr. 2 – Kauzální geny ALS a jejich souvislost s buněčnými procesy (převzato Coatti et al., 
2015) 
 Nejčastěji se vyskytuje mutace genu C9ORF72 – u FALS 33%, u SALS 8%. Odborná 
literatura však často zmiňuje mutaci proteinu SOD1 (20% u FALS), kterou lze zkoumat 
pomocí modelů transgenních myší a potkanů. SOD1 je součástí obranného mechanismu, který 
chrání buňku před kyslíkovými radikály. Mutací dochází k tomu, že kyslíkové radikály 
produkované mitochondriemi nejsou v dostatečném množství likvidovány, a proto buňku 






 Studium pluripotentních buněk umožnilo vytvoření buněčných modelů pro ALS 
specifické neurony a glie, čímž se získaly další informace o patologii ALS. Tím se 
i prohloubily znalosti o různých mechanismech vzniku a průběhu nemoci a účincích léků in 
vitro (Egawa et al., 2014). Indukované specifické motoneurony navíc umožnily zkoumat 
i dosud nepopsané SALS modely. Dostupné informace o preklinických studiích na zvířecích 
modelech potvrzují, že buněčná transplantace má neuroprotektivní význam (Lunn et al., 
2014). iPSCs tematika je stále novinkou a výzkumy ji věnují pozornost až v současnosti. 
V minulosti proběhla řada preklinických i klinických testů na myších a potkanech s buňkami 
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mezenchymálními (MSCs), mononukleárními kmenovými buňkami z pupečníku, 
neuronálními prekurzory bohatými na tvorbu glií a neurálními ESCs, které prodloužily život 
testovaných a zpomalily progresivitu jejich nemoci bez zjevných vedlejších účinků (Moura et 
al., 2016). 
 Otázkou zůstává, jak dalece je možné převést výsledky získané z testování 
laboratorních zvířat na lidi, jelikož obě skupiny nereagují stejně na podávaná léčiva, rozdílně 
reagují jednotlivá pohlaví a elektrofyziologické změny se objevují mnohem dříve, než je 
možné během behaviorálních testů pozorovat patologické projevy motoriky (Alves et al., 
2011). Výzkumy s laboratorními zvířaty navíc používají FALS modely, zatímco ALS je 
charakteru syndromálního, což může zahrnovat mnohem širší škálu patofyziologických 
procesů, z nichž mnohé nejsou zatím známy (Moura et al., 2016).  
5.2. Míšní poranění (MP) 
 Traumatické poranění míchy může vést k funkčním změnám dočasným nebo 
permanentním. Symptomy MP se liší podle oblasti a stupně poškození, jde o poruchy funkcí 
motorických (paraplegie, teraplegie) i senzitivních (dysestezie, hypestezie, anestezie), 
o poruchy sfinkterů (inkontinence) a respiračního či vegetativního systému. Mezi nejčastější 
příčiny poranění patří zejména autonehody, pády a úrazy při sportovních aktivitách. Ve 
Spojených státech se incidence akutního a chronického poranění míchy pohybuje kolem 
deseti tisíců případů za rok, jde tedy o 720 nových případů na milión obyvatel. Suma nákladů 
na léčbu jednoho pacienta se může vyšplhat až na 4 miliardy dolarů ročně (Varma et al., 
2013). Postiženi bývají častěji muži (oproti ženám v poměru 4:1) ve věku 20-40 let. Sdružení 
American Spinal Injury Association (ASIA) zavedlo klasifikaci MP podle stupnice A-E, která 
posuzuje motorické funkce ve vybraných svalových skupinách a senzitivitu v dermatomech 
(Maynard et al., 1997). 
 Záleží na lokalizaci konkrétního poranění, na rozsahu a úrovni poškození, dle nichž se 
odvíjí konkrétní terapeutický postup. Při poškození míchy v oblasti obratle C3 a výše 
respirační systém selhává a je potřebný okamžitý zákrok. Od C5 segmentu je sice zachována 
funkce diafragmy, ale postupem času zůstává jediným funkčním dýchacím svalem, jelikož 
přestávají fungovat svaly interkostální i abdominální svalový tonus. 
 MP probíhá ve dvou fázích. V primární fáze jde o akutní mechanickou deformaci 
míchy (tržné rány, pohmožděniny, komprese, kontrakce), což přímo poškozuje cévy, 
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membrány nervových buněk a přerušuje axonová vlákna (Farooqui, 2010). Vzniká tím tlak na 
páteřní míchu, objevuje se ischemická reakce, kvůli nahromaděnému buněčnému obsahu 
zničených buněk, což vede k hypotenzi (Winter & Pattani, 2011). Organismus už není 
schopen autoregulace, ischemická reakce pokračuje. To vše se odehrává jen během několika 
minut. Dále dochází k uvolňování neurotoxinů a spouštění sekundární fáze, při níž ložisko 
léze expanduje a dochází k omezení reparačních mechanismů. Pro tuto fázi jsou typické: 
zánět vyvolaný vlivem změn v cytokinech a chemokinech, ztráta regulace krevního tlaku, 
porušení hematoencefalické bariéry, penetrace sérových proteinů do míchy, apoptóza, 
excitotoxicita, zvýšená produkce volných radikálů spojených s peroxidací lipidů a akumulace 
neurotransmiterů. Tyto ymptomy pak vedou k již zmiňované ischemické reakci, k nekróze, 
apoptóze míšní tkáně a v neposlední řadě také k demyelinizaci (Dumont et al., 2001). 
 Jediným dosud schváleným lékem pro klinickou praxi je metylprednisolon, 
nevykazuje ale signifikantní zlepšení a jeho zvýšené intravenózní dávkování má četné vedlejší 
účinky (Bracken et al., 1990). Proběhly i klinické studie o účincích naloxonu, tirilazadu 
a mnohým dalších léků (Bracken et al., 1990). V neurochirurgii má pozitivní ohlas včasná 
dekomprese a stabilizace míchy pro zlepšení neurologických funkcí (El Tecle et al., 2016). 
  V obecné rovině se klinické studie zaměřují na neuroprotekci s cílem minimalizovat 
škody způsobené sekundární fází, která může mít chronický průběhu, a na reparaci axonálních 
drah pro zlepšení neurologických funkcí. Jako příklad uvádím nimopidine (blokátor Ca
2+
 
kanálů), zlepšující krevní průtok, gacyclidine blokující glutamátem indukovaný výlev Ca
2+
, 
tyreotropin uvolňující hormon (THR), který stabilizuje membrány buněk, má i antioxidační 
účinky a zároveň podporuje krevní průtok v oblasti postižení, dále kyselý fibroblastový 
růstový faktor (aFGF), podporující hojení alogenního transplantátu a autologní terapii 
pomocí MSCs (shrnuto ve Varma et al., 2013). 
 V širším měřítku terapie kmenovými buňkami vede ke zvyšování hladiny neurotrofinů 
v poraněné tkáni, která pozitivně ovlivňuje velikost léze a axonální růst. Existuje efekt 
neuroprotekce a neuroregenerace, kam patří axonální a gliální tropismus, inhibitory bránící 
tvorbě gliové jizvy, remyelinizace axonů, protizánětlivé účinky redukující NK buňky 
a makrofágy, a formování synapsí. Nutno podotknout, že buněčná terapie vlastně simuluje 
tělu známé endogenní procesy. Endogenní regenerace zahrnuje multipotentní NSCs 
(neuronální kmenové buňky), které proliferují do progenitorových buněk, z nichž se později 
diferencují neuronální linie. K regeneraci poškozených buněk je však třeba více. Výsledky 
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hovoří o preferenční tvorbě astroglií z progenitorových buněk (Thuret et al., 2006). Aby došlo 
k účelné neuroregeneraci budou potřebné i astrocyty, oligodendrocyty a neurony samotné. 
Úspěšná léčba vyžaduje multimodální přístup, kdy budou důležitou roli hrát právě kmenové 
buňky. 
 
6. EXPERIMENTÁLNÍ MODELY PRO MP A ALS 
6.1. Modely MP 
 Obecně jsou nejčastěji využívanými modelovými organismy potkani a myši. Pro 
výzkumy MP se upřednostňuje potkan, jenž vzhledem ke své velikosti usnadňuje chirurgické 
zákroky pro navození příslušných patologií. Modelových typů MP existuje celá škála od 
chirurgických až po chemické. V buněčné terapii poškozené míchy jsou preferenčně 
používány modely kontuzní, kompresní a transekční či hemisekční.  
 Kontuzní model simuluje mechanické poškození náhlým úderem. Nejstarším typem 
tohoto modelu je „weight drop model“, který do dnešní doby prošel řadou inovací (Allen, 
1911). Momentálně se ale používají tři novější typy a to NYU („New York University“) 
(Walker et al., 2015), OSU („Ohio State University“) (Mann et al., 2010) a IH („Infinite 
Horizon“) (Streijger et al., 2013). Každý z nich využívá pevné těleso, jež udeří na odhalenou 
část míchy určitou sílu, výškou a v určitém časovém intervalu. Pro vytvoření takovéto léze 
nutná laminektomie , nesoucí s sebou riziko infekce (Chung et al., 2013). 
 Kompresní typ MP je nejspíše nejpřesnějším modelem simulujícím reálnou klinickou 
situaci. Včetně mechanického poškození také totiž stlačením míchy vyvolává i sekundární 
fázi MP a s ní spojené patofyziologické procesy. Při stlačení míchy se používají tři typy 
komprese: komprese aneurismální svorkou (Rivlin & Tator, 1978), balónková kompresní léze 
(Urdzikova et al., 2014; Vanicky et al., 2001) a statický kompresní model (Huang et al., 2007; 
Zhang et al., 2013). Ze všech zmíněných typů kompresních modelů je balónková komprese 
nejbližší skutečnému stavu MP pacientů, jelikož je schopná simulovat frakturu obratle či 
výhřez obratlové ploténky. Tato metoda je celkem nenáročná a není tak potřeba mít nijak 
draze vybavenou laboratoř. Pro řádnou simulaci MP pomocí balónkové komprese je nutné 
vložit 2F-Fogartova katétru do epidurálního prostoru o dva obratle níže, než se bude nacházet 
plánovaná léze, a následným naplněním katétru, na jehož konci je umístěný balónek, se 
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vytvoří kompresi na míšní tkáň (viz obrázek 4). Komprese balónkovou lézí má navíc tu 







Obr. 4 –  Vlevo vyobrazena metody balónkové komprese a vpravo velikostní srovnání 
jednotlivých objemů katétrů (10-20 μl) vůči obratli T9 (převzato a upraveno z Vanický et al., 
2001). 
 Transekční a hemisekční modely jsou vhodné spíše pro sledování růstu nových 
axonů, nežli pro simulaci patologie u pacientů. Při tomto zákroku dochází ke kompletnímu 
přetětí míchy nebo v případě hemisekce (viz obrázek 5) k vyjmutí určitého segmentu míšní 
tkáně (Centenaro et al., 2013; Xia et al., 2013). Zákrok vyvolá symptomy zahrnující 
paraplegii, kvadruplegii, poruchy močení a ztrátu některých senzorických funkcí v závislosti 
na jeho lokalizaci. V laboratorní praxi se upřednostňuje hemisekční model (Xia et al. 2013), 
jelikož má menší dopad na lokomoci zvířete, které je proto možné využít k behaviorálním 










6.2. Transgenní modely ALS 
 Geny zodpovědné za vznik neurodegenerativního onemocnění ALS, byly již zmíněny 
v podkapitole 5.1. Pro menší rekapitulaci připomínám, že jich bylo prozatím objeveno 33 
(Coatti et al., 2015). Výzkumy ALS se zaměřují především na formu FALS, konkrétně na typ 
mutace genu SOD1 G93A u potkanů a myší (Gourney et al., 1994). Mutací, při které je 
vneseno několik kopií lidského SOD1 genu, je dosaženo potenciálního patologického 
fenotypu, napodobujícího progresi nemoci u lidí. V určitém věku zvířete se manifestují 
symptomatické příznaky ALS v podobě degenerace neuronů a s tím spojená svalová slabost 
v zadních končetinách, třes a následná paralýza, jež vede k úhynu. Typ mutace G93A značí, 
kolik kopií genu SOD1 transgenní model má a jaká bude rychlost progrese onemocnění, která 
v tomto případě činí čtyři až pět měsíců. Ostatní mutace stejného genu (G37R, G85R, D90A, 
G86R) se liší jen minimálně (Van Den Bosh, 2011). Zajímavostí je, že již před viditelnou 
manifestací patrnou z behaviorálních testů jsou již zaznamenatelné změny na 
elektromyografu, jež by v budoucnu mohly sloužit ke zkoumání patofyziologických procesů 
v raném stadiu ALS (Doble & Kennel, 2000). Obdobným způsobem by mohly přispět 
i buněčné modely in vitro. Prozatím však FALS-SOD1 zůstává nejvěrohodnjším transgením 
modelem ALS.  
 S ALS dále souvisí mutace genu TARDBP, jíž je docíleno zvýšenou expresí genu 
TDP-43 řízenou promotorem Thy-1 (Wegorzewska et al., 2009; Stallings et al., 2010; Wils et 
al., 2010).  
 Ostatní transgenní modely vykazují značné fenotypové rozdíly s variabilní 
patofyziologií, které tolik neodpovídají manifestaci příznaků u pacientů. Pro příklad uvádím 
produkt genu VAPB (Tudor et al., 2010), dynaktinu (Lai et al., 2007), alsinu (Yamanaka et al., 
2006) a mutace různých cytoskeletálních proteinů (NL-H, NF-L, peripherin) (Doble & 
Kennel, 2000). 
 Používání transgenních modelů je nejlepší možnou cestou, jak zkoumat samotné 
příčiny neurodegenerativních nemocí, používání léčiv a terapií. Je ovšem nutné mít na paměti, 
že u hlodavců se zkoumá zejména FALS typu, zatímco u lidí je často vícero genů 
zodpovědných za propuknutí nemoci. Samozřejmostí jsou také anatomické, fyziologické 
a genetické rozdíly mezi hlodavci a lidmi, které brání přesným způsobem simulovat danou 
nemoc, čímž komplikují přechod získaných poznatků do klinických studií. 
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7. TRANSPLANTACE BUNĚK 
 Kmenové buňky mohou být implantovány několika způsoby, a to systémově, lokálně 
nebo kombinovaně. Při lokálním podání se používají cesty intracerebrální, intraventrikulární, 
intraspinální, intramuskulární a intrathekální („cisterna magna“, lumbální cisterna). Při 
systémovém jde o podání intraarteriální, intravenózní a intraperitoneální. Záleží na typu 
a ložiscích poškození, které rozhodne, kam a jak aplikovat kmenové buňky, aby jejich 
působení bylo co nejúčinnější. Proximita hraje významnou roli v migraci buněk – čím jsou 
vzdálenější od ložiska poškození, tím je jejich působení slabší. Při léčbě jsou relevantní 
a často používané lumbální punkce a intrathekální podání buněk, proto jsou vhodné i pro 
buněčnou terapii díky relativně neinvazivnímu podání, spojenému s nízkým rizikem 
dodatečného poškození tkáně příjemce (Forostyak et al., 2014). 
 Transplantace musí splňovat kritéria bezpečnosti, musí být minimálně invazivní 
a proveditelná i opakovaně. Dalším hojně diskutovaným problémem je časové okno pro 
podání buněk. U MP se pohybuje zmiňovaný časový úsek mezi pátým až devátým dnem od 
poškození (Jendelová, 2014). U degenerativních onemocnění, s ohledem na neuroprotektivní 
vlastnosti implantovaných buněk, které mohou zpomalit celkový průběh poškození, je nutné 
je aplikovat co nejdříve. Problematické je ale stanovení včasné a správné diagnózy a tím 
určení vhodné terapie. 
 Cílem terapie je taková dávka buněk, která bude mít ještě léčebný účinek, nebude 
vyvolávat toxicitu, bude schopná imunomodulace, případně buněčné náhrady, neuroprotekce 
a neuroregenerace (Titomanlio et al., 2011). Velké množství implantovaných buněk by totiž 
porušilo permeabilitu prostředí a negativně ovlivnilo vlastnosti transplantátu. Také tvořící se 
gliová jizva přispívá ke snížené permeabilitě a komplikuje jak migraci buněk, tak prorůstání 
novým axonům. 
 Dobré výsledky vykazuje Amemoriho studie se spinálními neuronálními prekurzory 
na potkanech. Při vpichu s počtem buněk 5x 10
5
/ 5 μl  jich z celkového obejmu přežilo 17% 
(Amemori et al., 2015). Je nutné vzít v úvahu, že se při výzkumech provádí zejména 
transplantace lidských iPSCs linií na potkanech a myších. Kvůli vlastnostem 
xenotransplantátu je proto nutná imunosuprese, je ale nutná i kvůli zánětlivé povaze léze, 




 Upřednostňují se proto kombinace kmenových buněk s biomateriály či hydrogely 
různého charakteru, aby napomohly buňkám k lepšímu růstu, migraci i přežívání 
v nehostinném prostředí poškozené míchy (Jendelová, 2014). 
 
8. EVALUACE ÚČINKU PREKURZORŮ iPSCs 
8.1. Behaviorální testy (Sledování neurologických funkcí) 
 Konvenčními testy, kterými se zkoumají senzorickolokomoční změny u MP a ALS, 
jsou behaviorální testy. U MP se standardně používá  BBB test neboli „Open Field Test“, 
který může být rozšířen o jeden až dva doplňkové testy pro komplexnost dat a následné 
vyhodnocování statistiky. V případě ALS jsou hlavními sledovanými parametry doba přežití, 
úbytek váhy zvířete, neurologické skóre (Weydt et al., 2003) a opět pro komplexnost mohou 
být doplněny například o „grip strenght“, rotarod a BBB test.   
8.1.1. Basso-Beattie-Bresnehan test („BBB“, „Open Field“) 
 Tento test slouží k vyhodnocování motorických funkcí (viz obrázek 6). Testovaný 
potkan se položí do otevřené arény a sleduje se jeho pohyb. Následně se hodnotí stabilita 
trupu, pohyb tlapek, poloha ocasu, pohybu kloubů a předozadní koordinace pohybů. Do 
skórovací tabulky se poté vynáší hodnoty od 0–21, kdy 0 značí pro žádný pohyb a 21 pro plně 
funkční motoriku. Hodnotí se pouze zadní končetiny, každá zvlášť (Basso et al., 1995). Zvíře 
je takto testováno jednou týdně.  
8.1.2. Chůze po kladině („Beam Walk“) 
 Jedná se o další ze skupiny motorických testů u modelu MP hodnotící koordinaci 
pohybů předních a zadních končetin s důrazem na přenášení váhy. Potkan musí přejít kladinu 
o šířce 3 cm a délce 140 cm a dostat se do klece během šedesáti sekund. Sleduje se čas 
a počty pádů z kladiny. Testované zvíře je ohodnocováno škálou bodů 0–5, kde nejvyšší číslo 
znamená, že potkan přešel bez problémů po kladině až do klece (Goldstein, 1997). Test je 





Obr. 6 – Funkční regenerace míšní léze po podání iPSCs-NPs intrathekální a intraspinální 
cestou zobrazená na BBB testu (převzato a upraveno z Amemori et al., 2015) 
8.1.3. Plantární test („Plantar Test“) 
 V rámci tohoto senzorického testu se pozoruje reakční doba testovaného na bolestivý 
stimul. Zvíře je umístěno do akrylového boxu a na zadní tlapku je mu namířen infračervený 
zářič s pohybovým senzorem. Ten se automaticky vypne, pokud potkan zareaguje na stimul 
a pohne končetinou, tím se získá časový interval reakce na podnět. Měření je prováděno 
pětkrát s každou tlapkou s časovými rozestupy. Potkani s MP a s ním spojenou patologií 
mívají často projevy hyperalgézie (přecitlivělost na bolestivý stimul), kdy se jejich reakční 
doba na stimul zkracuje. Projevy se testují jedenkrát za týden. 
8.1.4. Rotarod 
 Tento lokomoční test je prováděn na rotujícím válci, na kterém se potkan musí udržet 
po určitou časovou periodu. Důraz je tu kladen na vytrvalou svalovou aktivitu. Rychlost 
rotace je obvykle stanovena na 5–10 rpm a potkan má tři pokusy o maximální délce 180 




8.1.5. „Grip strenght“ test 
 „Grip strength“ test slouží k měření síly úchopu předních a zadních končetin, sleduje 
se tím odumírání motoneuronů, které je typické pro progresi ALS. Potkan je přiložen na 
platformu a po úchopu je energickým pohybem sňat z platformy pod určitým úhlem, měření 
se provádí třikrát. 
8.2. Přežívání a diferenciace buněk a jejich imunohistochemická analýza 
 Zvíře je na konci experimentování humánně usmrcováno, aby se mohla provést 
histopatologická analýza nervové tkáně. Ke sledování transplantovaných kmenových buněk in 
vivo se využívá různých fluorescenčních protilátek (GFP, protilátky proti lidskému jadernému 
HuNu a mitochondriálnímu MTC02). Následně se pozorují změny související s diferenciací 
do příslušných buněčných typů, k čemuž se používají další fluorescenčně značené protilátek 
(Nestin, GFAP, GLN1/ALDH1, A2B5/CNPáza, Tuj1/MAP2, β3-Tubulin, ChAT, Tau, OLIG2, 
DCX a mnohé jiné), které ukazují na to, zda se jedná o neuronální či astrogliální prekurzor, 
zralý astrocyt, oligodendrocyt, interneuron, dopaminergní neuron nebo motoneuron (Kondo et 
al., 2014; Romanyuk et al., 2015).  
 Důležité je sledovat migraci buněk, jejich úspěšnou integrace do tkání, protizánětlivý 
efekt daný snížením hladiny cytokinů, neuroprotektivní charakter a jejich dlouhodobé 
přežívání. K další evaluaci může posloužit i histologická analýza, která odhalí poměr změn 
v zachované ploše šedé ku bílé hmotě, získaný z příčných a podélných řezů míšní tkáně 
z oblasti léze (Romanyuk et al., 2015). Exprese neutrofních faktorů je umožněna qPCR, 











Obr. 7 – iPSCs-NPs projevující imunoreaktivitu na NP marker (Nestin), astrogliální marker 
(GFAP), astrocytální marker (GLT1/ALDH1), oligodendrocytální marker (A2B5/CNPáza) 













Obr. 8 – Pohled na řez míchou po 8 týdenní transplantaci iPSCs-NPs, buňky jsou 
inkorporované ve tkáni příjemce a vycestovávají ze štěpu (A), DCX
+









 (F), stěp by infiltrován mikrogliemi, která ale nebyly 
původem z iPSCs-NPs, protože byly HuNu
-
 (G) (převzato z Romanyuk et al., 2015). 
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8.3. Srovnání výsledků vybraných preklinických studií 
 Značné množství typů kmenů iPSCs používaných ve světě komplikuje vyvozování 
jednotných závěrů. Například ve studii od Kondo et al. (2014) transplantovali neurální 
progenitory bohaté na glie, které efektivně zpomalily degeneraci neuronů u myší s mutací 
SOD1 přes aktivaci AKT signalizace. I pro MP existuje mnoho odvozených bezpečných 
iPSCs linií, které mají různý terapeutický efekt (Tsuji et al., 2010) a které mohou být zdrojem 
iNPs, jež se dobře pohybují ve štepu a umí se intergrovat do tkáně, čímž působí 
neuroprotektivně (Sareen et al., 2014). Příkladem tohoto působení je zajištění remyelinizace 
axonů a tím zlepšení motorických funkcí s použitím iPSCs derivovaného 
oligodendrocytálního prekurzoru a iPSCs-NPs (Kawabata et al., 2016; Salewski et al., 2015). 
 Z mnou vybraných prostudovaných prací by se šlo usoudit, že iPSCs mají alespoň do 
nějaké míry určitý léčebný účinek. Studie, které dříve upozorňovaly na adverzní účinky jako 
je hyperproliferace či tumorogeneze (Seminatore et al., 2010), již nebudí tolik zájem, jelikož 
je tento problém v zásadě překonán. Funkce iPSCs-NPs ovlivňují jak zlepšení lokomoční, tak 
senzorická (Xu et al., 2011). Jejich imunomodulační vlastnosti snižují hladiny některých 
zánětlivých cytokinů a zároveň působí proti manifestaci gliové jizvy. Díky tomu dochází ke 
zlepšení prorůstání axonálních vláken, čímž zvyšují svoji početnost (Amemori et al., 2015). 
Produkce neurotrofinů chrání stávající motoneurony před excitotoxicitou a podporuje tak 
endogenní růst axonů. Studie se velmi často shodují na opožděném nástupu symptomů 
a prodlužování progrese nemocí či poruch. Neurologická skóre se na přechodnou dobu 
rapidně zlepšují a ke konci se vrací na takovou míru, že se kryjí s kontrolními skupinami. 
 Rozdíly jsou patrné i mezi samci a samicemi. Podíl na tom budou mít i mimo jiné 
steroidní hormony, pohlavní cyklus a rozdílné hmotnosti (Alves et al., 2011). Schopnosti 
diferenciačního potenciálu varírují podle buněčného kmenu. Kondo a kolektiv zaznamenali 
největší podíl diferencovaných astrocytů (Kondo et al., 2014) a například skupina Ústavu 
experimentální medicíny Akademie věd ČR (ÚEM AVČR) měla víceméně rovnoměrnou 
diferenciaci do všech tří neuronálních fenotypů (Romanyuk et al., 2014). Výsledky 
morfometrických analýz zachované šedé a bílé hmoty se také různí, což pouze dokládá, jak 





9. DISKUZE A ZÁVĚR 
 Traumatické poranění míchy a neurodegenerativní onemocnění ALS patří mezi velmi 
závažná onemocnění nesoucí kokrétní míšní patofyziologii, která může vést k doživotní 
paralýze (v případě MP) až k úmrtí (u ALS). Bohužel medicína dodnes nezná vhodnou léčbu, 
navíc komplikovaná a nedostatečně popsaná etiologie věci nijak nepřispívá. Proto cílem této 
práce bylo zjistit, jsou-li iPSCs vhodným kandidátem v léčbě míchy a neurodegenerativního 
onemocnění v regenerativní medicíně, zda preklinické studie dosahují očekávaných výsledků 
a bezpečnosti a zda jsou současně dostupné metody spojené s transplantacemi iPSCs 
dostačující pro budoucí klinické studie. 
 Buněčná terapie má smysl z hlediska modulací zahrnujících neuroprotekci, 
neuroregeneraci, částečné buněčné náhrady, snížováním hladiny cytokinů s mnohými dalšími 
podpůrnými faktory. Pluripotentní kmenové buňky nabízejí neomezený diferenciační 
potenciál, jenže technické nedostatky diferenciačních protokolů, komplikace s nízkou 
výtěžností a jejich dlouhá kultivace představují jedny z hlavní problémů přechodu do klinické 
praxe. Do budoucna bude potřeba vytvořit dobře reprodukovatelné studie, které budou 
splňovat přísná kriteria, díky nimž nebudou riziková pro podání pacientům. Další bariérou 
jsou modelové organismy, na kterých se provádí výzkumy. Jsou to především hlodavci, kteří 
díky anatomickým, fyziologickým a genetickým rozdílům nemohou nikdy věrně kopírovat 
studované lidské patologie CNS. Preklinické studie přináší rozporuplné výsledky kvůli 
heterogenně využívaných kmenech iPSCs. I přes tyto bariéry má podávání buněk terapeutické 
účinky. Jen je potřeba lépe porozumět obecně mechanismům účinku terapeutického efektu 
a i patologickým mechanismům daných nemocí. 
 Vhodným přístupem je například vytváření derivovaných  neuronů s ALS patologií 
pro zkoumání v in vitro podmínkách (Dimos et al., 2008). Díky takovým modelům lze přispět 
k subklinickému zkoumání patologie a díky tomu i k určení včasné diagnózy. Stejně tak jsou 
vhodné i pro testování léků bez nutnosti použití zvířecích modelů. S lepším porozuměním 
patofyziologií pak bude možné navrhnout efektivní multimodální léčbu, jejíž nedílnou 
součástí bude i buněčná terapie. 
 Ve své budoucí diplomové práci bych se chtěl i nadále věnovat buněčné terapii, jen 
pomocí jiného typu kmenových buněk, který v klinické praxi byl již vyzkoušen, a to 
mesenchymálních kmenových buněk (MSCs), které v současnosti převyšují používání iPSCs 
v mnoha ohledech. 
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